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(S) Verfahren zur Praparlerung und Hybridisierung von spezifischen Proben 

® Verfahren zur In-situ-Hybridisierung (ISH) mittels markter- 
ter Nukleinsaureproben, wobei das Hybrtdisierungsgemisch 
keine Oder nur sehr geringe Mengen an denaturierenden 
Agenzien enthalt. Das Verfahren erlaubt die gleichzeitige 
Durchfiihrung der ISH und immunologischer Farbetechniken 
in der gleichen Pufferldsung. 
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Beschreibung 



Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Pra- 
parierung und Hybridisierung von spezifischen Proben, 
insbesondere nativen Nukieinsauren oder PNA-Proben, 5 
oder anderen kunstlich hergestetlten Proben, die eine 
spezifische Sequenz von Nukleotiden aufweisen, wobei 
die Proben mit modifizierten Nukleotiden markiert und 
durch In-situ-Hybridisierung mit den spezifischen Stel- 
len des Zielobjekts hybridisiert werden. Als Zieiobjekte 10 
werden hier chromosomale Strukturen in Eukaryanten 
angesehen, z. B. in menschlichen Zellen, in Zellen von 
Saugetieren und in pflanzlichen Zellen. 

Es sind bereits Verfahren in der biomedizinischen 
Forschung bekannt, bei denen die Analyse von Chromo- 15 
somen eine stetig wachsende Bedeutung erlangt Beim 
Studium pathologischer Prozesse wurde beispielsweise 
eine enge ^Correlation zwischen Chromosomenmorpho- 
logie und Malignitat gefunden. 

Die bisher bekannt gewordenen Mechanismen zur 20 
In-situ-Hybridisierung beruhen auf der Annahme, daB 
eine unmittelbare, sequenzspezifische Anlagerung der 
Proben-Nukleinsaure an die Zieiobjekte bzw. Target- 
Nukleinsaure erfolgt, wobei sich zwischen Basen der 
Proben-Nukleinsaure und Basen der Zielobjekt-Nu- 25 
kleinsaure Wasserstoff-Bruckenbindungen ausbilden. 

In-situ-Hybridisierungs-Methoden haben bereits viel- 
faltige Anwendungen erlangt, z. B. in der Tumorfor- 
schung, bei der Detektion Mutagen-induzierter Chro- 
mosomenaberrationen und in der dreidimensionalen 30 
Mikroskopie von Zellen. 

Alle bei In-situ-Hybridisierung verwendeten Verfah- 
ren beruhen auf der Verwendung von Formamid oder 
anderen denaturierenden, die Denaturierung fordern- 
den oder erhaltenden chcmischen Agenzien, bei denen 35 
das zu behandelnde zellulare oder chromosomale Mate- 
rial als Zielobjekt bezeichnet wird. 

Dies hat zur Folge, daB wegen der Wirkung dieser 
Agenzien auf immunologisch relevante Strukturen, z. B. 
Beeintrachtigung von Wasserstoff-Bruckenbindungen, 40 
die normale IT-Farbung (immuntechnische Farbung 
z. B. von Zelloberflachenantigenen bei empfindlichen 
Strukturen wesentlich behindert sein kann. 

Eine andere Moglichkeit besteht darin, auch empfind- 
liche, nicht-resistente, immunologische Strukturen bzw. 45 
Epitope gleichzeitig mit In-situ-Hybridisierung charak- 
terisieren zu konnen. 

Hierbei wird zunachst eine IT-Reaktion mit biotiny- 
lierten Antikorpern durchgefuhrt oder diese mit ande- 
ren hitzebestandigen resistenten Gruppen versehen, 50 
und anschlieBend werden die ln-situ-Hybridisierungs- 
Prozeduren durchgefuhrt 

Andere Losungen bestehen darin, Methoden anzu- 
wenden, bei denen die thermale Denaturierung der Ziel- 
objekt-DNS vermieden wird. Dies ist z. B. moglich 55 
durch entsprechende Mengenerh6hung bei dem Einsatz 
von denaturierenden oder die Denaturierung fordern- 
den Agenzien. Hier sind beide als denaturierende Agen- 
zien bezeichnet So kann die Zielobjekt-DNS beispiels- 
weise mit NaOH oder durch den Einsatz sehr hoher 60 
Konzentrationen von Formamid auch bei niedrigen 
Temperaturen in eine einzelstrangige denaturierte 
Form ubergefuhrt werden. Empfindliche immunolo- 
gische Strukturen sind gegenuber einer solchen Be- 
handlung nicht geniigend stabil. Als Alternative bieten 65 
sich Moglichkeiten eines Einsatzes enzymatischer Ver- 
fahren zur Produktion von einzelstrangiger Zielobjekt- 
DNS an, z. B. Exonukleasen. Jedoch wurde auch hier die 



Hybridisierung mit einem Formamid-haltigen Puffersy- 
stem durchgefuhrt, wenn auch in geringerer IConzentra- 
tion, als sie bei der Erzeugung nicht-enzymatischer, ein- 
zelstrangiger Zielobjekt-DNS bei niedrigen Tempera- 
turen fur erforderlich gehalten wurde. 

Die gesamten bei In-situ-Hybridisierungen durchge- 
fuhrten Hybridisierungs-Methoden gingen bisher davon 
aus, daB zu diesem ProzeB die Oberfuhrung von Zielob- 
jekt-DNS in Duplex-Form in eine einzelstrangige Form 
notwendig sei; sie gingen davon aus, daB in der DNS 
enthaltene naturliche, einzelstrangige Abschnitte, z. B. 
hairpins, einzelstrangige Abschnitte aufgrund von Tri- 
plex-Faltungen, fur die In-situ-Hybridisierung nicht aus- 
reichend seien. Diese Annahme kann zwar fur eine Rei- 
he von Proben-DNS zutreffen. Es wurde z. B. festge- 
stellt, daB besttmmte Proben aus komplementarer DNS 
nur dann an chromosomale Zieiobjekte im Zellkern hy- 
bridisierten, wenn eine Hitzedenaturierung des Zielob- 
jekts vorgenommen worden war. Es ist jedoch bekannt, 
daB die Bindungsfahigkeiten von natiirlichen, einzel- 
strangigen Abschnitten stark von der Sequenz abhan- 
gen. 

Ein weiterer, seit vielen Jahren aufgrund von Unter- 
suchungen an synthetischen Nukieinsauren postuiierter 
Mechanismus besteht in der Verbindung von einzel- 
strangigen Nukieinsauren mit doppelstrangigen E>u- 
plex-Nukleinsauren zu dreistrangigen Triple- Formatio- 
nen. Bei der Triple-Formation sind drei Nukleinsaure- 
strange, d. h. drei Strange von Basen, in unmittelbarer 
Nachbarschaft voneinander angeordnet. Eine spezielle, 
an synthetischen Homopolynukleinsauren gut unter- 
suchte Form von Triple-DNS sind Triplex-Strukturen, 
die sich durch bestimmte Formen der Basenpaarung 
auszeichnen. 

Alle dreistrangigen Formen von Nukieinsauren bzw. 
Basenstrangen sind hier unter dem Begriff Triple-For- 
mation zusammengefaBt 

Ferner ist es bekannt, daB auch gemischte Sequenzen 
bzw. aus Purinbasen und Pyrimidinbasen bei der Tn- 
plexbildung zulassig sind. Fur ein nicht-enzymatisches 
In-situ-Hybridisierungsverfahren bei niedrigen Tempe- 
raturen (T<5°C) in Abwesenheit denaturierender 
Agenzien ist wesentlich, daB Triplebildungen, d. h. dop- 
pelstrangige Proben + einzelstrangige Proben (-Tri- 
ple Strukturen), bekanntermaBen auch bei niedrigen 
Temperaturen und in Abwesenheit denaturierender 
Agenzien erfolgen. Diese Verfahren wurden bei der Hy- 
bridisierung in vitro mit isolierter DNS angewendet 

Alle bekannten In-situ-Hybridisierungsverfahren, 
verstanden als Verfahren zur sequenzspezifischen Anla- 
gerung von Nukieinsauren an Nukieinsauren in Zielob- 
jekten, z. B. in Zellen, mit dem Ziel einer Visualisierung 
der Anlagerungsorte zum Zwecke der Analyse, beruhen 
auf der Annahme, daB diese auf einer Anlagerung ein- 
zelstrangiger Proben-DNS/RNS an einzelstrangige 
Zielobjekt-DNS beruhen, die durch geeignete Denatu- 
rierungsverfahren, Hitzedenaturierung, denaturierende 
chemische Agenzien aus doppelstrangiger DNS in situ 
entstanden sei oder die durch enzymatische Behandlung 
aus nativer doppelstrangiger DNS gebildet worden sei. 

Es ist zwar bekannt, daB auch in der nativen DNS 
einzelstrangige Abschnitte existieren konnten bzw. die 
Anlagerung einzelstrangiger DNS/doppelstrangiger 
DNS, z. B. in Form einer Triplex, erfolgen konnte; noch 
niemals wurden jedoch hieraus Konsequenzen fur die 
Moglichkeit eines Verfahrens zur nicht-enzymatischen 
Niedrig-Temperatur-in-situ-Hybridisierung ohne dena- 
turierende Agenzien gezogen. 
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Die Meinung, daB denaturierende Agenzien fur eine 
erfolgreiche In-situ-Hybridisierung absolut notwendig 
seien, ist so stark, daB selbst Autoren, die eine Insitu-Hy- 
bridisierung bei niedrigen Temperaturen nach enzyma- 
tischer Behandlung durchfuhrten, anschlieBend noch zu- 
satzliche denaturierende Agenzien, also Formamid, ver- 
wendeten, ohne dies zu begrunden. Ferner ist die Vor- 
stellung. daB die doppelstrangige DNS durch Behand- 
lung in einzelstrangige Zielobjekt-DNS uberfuhrt wer- 
den miisse, so stark verankert, daB die o.g. Autoren kein 
Kontrollexperiment durchfuhrten, in dem auf enzymati- 
sche Behandlung verzichtet wurde. 

Ferner ist es bekannt, daB einzelstrangige Proben, in 
denen das Zucker-Phosphat-Ruckgrat durch eine Polya- 
midkette PNA ersetzt worden war, sich in einer se- 
quenzspezifischen Weise mit doppelstrangiger DNS zu 
einer neuen Form dreistrangiger Formationen verbin- 
den konnen, der DNS-PN A. 

Es ist ferner bekannt, daB bei alien In-situ-Hybndtsie- 
rungs-Verfahren denaturierenden Agenzien eine grofie 
Bedeutung beigemessen wurde, sogar bei den enzymaii- 
schen Verfahren werden sie im Verlauf des Hybridisie- 
rungsprotokolls angewandt. Wird z. B. Formamid ver- 
wendet, so senkt sich drastisch die Schmelztemperatur 
von ds-DNS. Aus weiteren energetischen Betrachtun- 
gen kann man erwarten, daB in Gegenwart von Forma- 
mid u. U. die Bildung von Triplex-DNS starker gestort 
sein konnte als die Bildung von ds-DNS. 

Chromosomale Proteine sind von erheblicher Bedeu- 
tung fur die Tertiarstruktur der Chromosomen sowie 
der chromosomalen DNS. Veranderungen der Tertiar- 
struktur chromosomaler Proteine konnten daher die 
Konformation der chromosomalen DNS erheblich be- 
einflussen, z. B. die Ausbildung von Triple- Formationen. 
Da die Tertiarstruktur von Proteinen durch denaturie- 
rende Agenzien erheblich gestort werden kann, konnte 
auch hier Formamid beispielsweise einen die In-situ-Hy- 
bridisierung letztlich behindernden EinfluB haben. 

Ahniiche Oberlegungen wie fur Formamid gelten 
auch fur andere denaturierende Agenzien, d. h. Agen- 
zien, die zum Aufbrechen von H-Bindungen eingesetzt 
werden, sowie fur thermale Einwirkungen, die den glei- 
chen Effekt haben. 

Die bekannten Verfahren haben jedoch erhebliche 
Nachteile. Es gibt verschiedene Verfahrensansatze, urn 
zu einer kombinierten Charakterisierung von Zellen 
durch immunologische Techniken (IT) und In-situ- Hy- 
bridisierungs-Methoden von chromosomalen Zielob- 
jekten zu geiangen. Alle diese beschriebenen Verfah- 
rensansatze sind jedoch auf naturlich vorkommende, 
gegentiber thermaler In-situ-Denaturierung und/oder 
Behandlung mit denaturierenden Agenzien (z. B. For- 
mamid) ausreichend resistente, immunologisch bedeut- 
same Strukturen beschrankt oder auf die praparative 
Erzeugung resistenter, immunologischer Strukturen. 

Ein allgemeiner Weg zur Realisierung einer gleichzei- 
tigen Charakterisierung von Zellen durch immunolo- 
gische Techniken (IT) und In-situ-Hybridisierungsme- 
thoden von chromosomalen Zielobjekten wurde bei den 
derzeit verwendeten In-situ-Hybridisierungsverfahren 
bisher nicht gesehen, da die hierbei benutzten Prapara- 
tionsschritte die immunologische Farbung wesentlich 
beeintrachtigten. 

Hier will die Erfindung Abhilfe schaffen und das Ver- 
fahren der Hybridisierung vereinfachen bzw. unter Ein- 
sparung von Verfahrensschritten okonomischer durch- 
fuhren, wobei die zu untersuchenden Zellen und deren 
Verbindungen schonender behandelt werden konnen. 



Gelost wird die Aufgabe erfindungsgemaB dadurch, 
daB die Hybridisierungsmixtur aus markierten Proben, 
einer Pufferlosung, einem Zielobjekt unter Weglassung 
denaturierender Agenzien besteht und daB das Gemisch 
5 einer Temperaturbehandlung zwischen 2— 100°C un- 
terzogen wird. 

Auf diese Weise ist eine Vereinfachung und Reduzie- 
rung der Verfahrensschritte moglich. Wesentlich ist 
hierbei, daB die denaturierenden Agenzien weggelassen 
10 werden, wodurch man eine schonendere Behandlung 
der Zielobjekte bzw. der Targets erreicht, insbesondere 
deshalb, weil aufwendige Verfahrensschritte, gekoppelt 
an den Gebrauch denaturierender Agenzien, die bisher 
zwingend notwendig erschienen, eingespart werden 
15 konnen. Durch die Reduktion der Verfahrensschritte so- 
wie durch die Zeitersparnis ist ebenfalls eine gute Morp- 
hologie des chromosomalen Materials in Verbindung 
mit einer guten Visualisierung der markierten Proben 
vorhanden. Ferner kann mit dem erfindungsgemaBen 
20 Verfahren eine bessere Detektierung mittels automati- 
scherSysteme, beispielsweise automatische Bildanalyse, 
erfolgen. Durch seine Einfachheit und die Schnelligkeit 
ist das Verfahren auch geeignet, groBere Mengen an 
Material in sehr kurzerZeit zu untersuchen bzw. auszu- 
25 werten. Es lassen sich insbesondere statistische Unter- 
suchungsmethoden optimal einsetzen, z. B. in der Erfas- 
sung strahleninduzierter bzw. chemisch induzierter 
Chromosomenveranderungen im Niedrigdosisbereich. 
Es kann auf einfache Weise der EinfluB geringer Strah- 
30 lungsdosen an den Chromosomen nachgewiesen wer- 
den, so daB sich Aberrationsraten bzw. -veranderungen 
bestimmen lassen. 

Von besonderem Vorteil ist es, daB man ohne denatu- 
rierende Agenzien, z. B. Formamid, und ohne enzymati- 
35 sche Behandlung bei der In-situ-Hybridisierung aus- 
kommen kann und daB die In-situ-Hybridisierung von 
Proben an chromosomalen Zielobjekten bei niedrigen, 
insbesondere bei Temperaturen kleiner als 55° C erfolgt. 
Das hat den Vorteil daB das erfindungsgemaBe Verfah- 
40 ren in sehr kurzer Zeit, d. h. in weniger als drei Stunden, 
realisiert werden kann. Denaturierende Agenzien bzw. 
enzymatische Behandlungen zur Erzeugung einzel- 
strangiger DNS-Abschnitte sind bei der Durchfuhrung 
der In-situ-Hybridisierung des Zielobjekts nicht mehr 
45 erforderlich; dies gilt auch fur physikalische, denaturie- 
rende Agenzien, z. B. UV-Licht und/oder ionisierende 
Strahlung. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren fuhrt zu fur spezifi- 
sche In-situ-Hybridisierungen charakteristischen Mar- 
so kierungen, obwohl wahrend der gesamten In-situ-Hy- 
bridisierungs-Prozedur das Zielobjekt nicht mit denatu- 
rierenden Agenzien, z. B. Formamid oder NaOH etc, 
behandelt wurde. Auch in der Hybridisierungsmixtur 
sind kein derartiges denaturierendes Agens oder Einzel- 
55 strang-DNS erzeugende Enzyme erforderlich. 

Eine zusatziiche Moglichkeit ist gemaB einer Weiter- 
bildung des erfindungsgemaBen Verfahrens, daB die Hy- 
bridisierungsmixtur einer Temperaturbehandlung zwi- 
schen 90-100°C, insbesondere auch zwischen 
60 18— 95°C, unterzogen wird. 

Die optimale Hybridisierungstemperatur ist von dem 
Puffer und der Ionenkonzentration abhangig, beispiels- 
weise in physiologischer NaCl-Losung liegt das Opti- 
mum zwischen 94 und 98° C 
65 Es ist erfindungswesentiich, daB auch bei niedrigen 
Temperaturen (NT; T< 5°C) die auBerordentlich stabi- 
len ds-DNS-PNA-Komplexe (auch ds-DNS-PNA ist bei 
NT stabil) zu einer effektiven In-situ-Hybridisierung 
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oder NT»Insitu-Hybridisierung fiihren, selbst wenn die 
Zahl der Basen bei PNA Sequenzen, die zu brauchbaren 
ds-DNS-PNA-Komplexen fiihren, relativ klein bleibt. 

Durch die erfindungsgernaBe In-situ-Hybridisierung 
wurde auch erreicht, daB die vorher durch Hitzebehand- 5 
lung denaturierte, dann aber auf Eis unter 0°C abge- 
kuhlte und anschlieBend wieder aufgetaute Proben- 
DNS bei Temperaturen von 25° C appliziert werden 
konnte. 

Mit Hilfe von Antikorpern gegen synthetisch erzeug- \o 
te Triplex-DNS wurde gezeigt, daB derartige Triple- 
Formationen in Chromosomen verschiedener Eukary- 
ontenspezies, insbesondere auch in Chromosomen 
menschlicher Zellen, weit verbreitet sind. Ihr Anteil in 
Saugerzellen wird auf ca. 0,5% der Gesamt-DNS ge- 15 
schatzt. In-situ-Hybridisierungen konnen bereits zu 
lichtmikroskopisch sichtbaren Signalen fiihren, wenn 
nur 3% der Zielobjekj-DNS hybridisiert wird. Mit Hilfe 
der neu eingefiihrten, Photonen zahlenden, hochauflo- 
senden CCD-lCameras fur die quantitative Mikroskopie 20 
ist eine Visualisierung selbst dann moglich, wenn ein 
sehr geringer Anteil von Triple-Formationen im Zielob- 
jekt vorliegt, z. B. 0,5%, da mit den neuen Aufnahme- 
techniken selbst solche In-situ-Hybridisierungs-Signale 
registriert werden konnen, die sich einer direkten licht- 25 
mikroskopischen Visualisierung entziehen. 

Es ist besonders vorteilhaft, daB die oben beschricbe- 
nen ungewOhniichen DNS-Strukturen zu einer effekti- 
ven In-situ-Hybridisierung oder NT-In-situ-Hybridisie- 
rung an chromosomaien Zielobjekten fiihren konnen. 30 
Die Triple- Bildung ist, ebenso wie andere ungewohnli- 
che DNS-Strukturen, sequenzabhangig. Im Vorder- 
grund der Anwendungen von synthetischen Oligonu- 
kleotiden fur Tripleformationen steht die spezifische 
Blockierung der Genexpression. 35 

Proteine konnen fur einzelstrangige, doppelstrangige 
oder auch fur Triple-DNS sequenzspezifisch sein und 
konnen auch Bindungsstellen beispielsweise fur doppel- 
strangige-DNS haben. Hieraus ergeben sich weitere 
grundsatzliche Mogiichkeiten einer In-situ-Hybridisie- 40 
rung. Zum Beispiel bindet ein Protein sequenzspezifisch 
an einen chromosomaien DNS-Abschnitt und in se- 
quenzspezifischcr Weise die Proben-Nukleinsaure. 
Auch Dimerisierungsmodelle, zwei sequenzspezifische 
Proteine, die sich zusammenlagern, sind realisierbar. 45 

Der Fortfall bzw. die starke Reduktion von denaturie- 
renden Agenzien oder enzymatischen Behandlungen ist 
ein wesentlicher Vorteil des erfindungsgemaBen Ver- 
fahrens. 

Die NT-In-sttu-Hybridisierung ist dort vorteilhaft, wo 50 
eine moglichst schonende Behandlung des Zielobjekts 
wunschenswert oder erforderlich ist, z. B. bei der gleich- 
zeitigen Charakterisierung von Zellen mit IT und In-si- 
tu-Hybridisierungs-Techniken. 

Bei der erfindungsgemaBen NT- In-situ-Hybridisie- 55 
rung wurden die Chromosomen mit Fixicrverfahren 
(Methanol/Eisessig) behandelt; diese stellen jedoch kei- 
ne denaturierenden Agenzien dar und sind fur den Hy- 
bridisierungsvorgang als solchen nicht erforderlich. 

Fur eine gleichzeitige immunoiogische Farbung und $o 
NT-In-situ-Hybridisierung wird ein Verfahren ange- 
wandt, das eine ausreichende Permeabilisierung der 
Zellmembran zulaBt, ohne sie zu zerstoren und ohne die 
Antigen-Expression der Zelloberflache entscheidend zu 
verandern. 65 

Je nach den Gegebenheiten ist es moglich, das In-situ- 
Hybridisierungsverfahren mit ein- oder doppelstrangi- 
gen Proben durchzufuhren. 



GemaB einer bevorzugten Ausfiihrungsform der er- 
findungsgemaBen Losung ist schlieBlich vorgesehen, 
daB die Insitu-Hybridisierung von Proben an Zielobjek- 
te (Targets) bei niedrigen Temperaturen erfoigt, wobei 
die Zielobjekte einzelstrangig oder doppelstrangig oder 
triplestrangig oder mehrstrangig und nach der Hybridis- 
ierung doppel- oder mehrstrangig sind. 

Das Verfahren kann in vorteilhafter Weise zwischen 
2-100°C, zwischen 15— 100 3 C, zwischen 20-100°C, 
zwischen 20— 95° C, zwischen 42 — 95° C, zwischen 
20— 60° C oder auch bei einer Temperatur von ca. 50° C 
durchgefiihrt werden. Dabet ist es moglich, daB die 
Temperatur geringfugig um ± 5°C h6her oder niedriger 
als bei der Temperaturbehandlung der Hybridisierungs- 
mixtur eingestellt wird. 

Von besonderer Bedeutung ist ftir die vorliegende 
Erfindung, daB die Lebensfahigkeit von Zielobjektzellen 
nicht entscheidend durch das Verfahren beeintrachtigt 
wird. Zur besseren Bindung an doppelstrangige native 
spezifische Sequenzabschnitte der Zielobjekt-DNS 
konnen auch Proben mit geeignet modifiziertem oder 
ersetztem Zucker-Phosphat-Ruckgrat verwendet wer- 
den. Sequenz bedeutet hier ein Molekul mit einer be- 
stimmten Reihenfolge der Basen, sei sie nativ oder syn- 
thetisch, mit normalem, modifiziertem oder ersetztem 
Zucker- Phosphat- Ruckgrat. 

Vorteilhaft ist es ferner in bestimmten Fallen, daB die 
Hybridisierungsmixtur von einer hohen Temperatur auf 
eine niedrige Temperatur abgekuhlt wird und daB die 
Temperaturdifferenz zwischen 10— 40° C oder 
40-50°C oder 50-80°C oder 60-75°Coder 50-75°C 
oder 40-75°C und zwischen 45-50^ oder 40- 100°C 
iiegL 

Hierzu ist es vorteilhaft, daB die Zeitdauer fur den 
Abkiihlvorgang der Hybridisierungsmixtur mindestens 
30 Minuten betragt. 

Soweit die Denaturierung des Zielobjekts entfallt, 
wird die Verfahrensdauer stark gekurzt, weii keine wei- 
tere Behandlung des Gemisches mehr notwendig ist. 
Ferner kann nach der Denaturierung die bisher Obliche 
Behandlung entfallen. AuBerdem ist es vorteilhaft, daB 
auf die Fixierung des Zielobjekts mit Eisessig oder Me- 
thanol verzichtet werden kann. 

AuBerdem ist es vorteilhaft, daB geringe Mengen von 
denaturierenden Agenzien zwischen 0—10% der Ge- 
samthybridisierungsmixtur in den zur Behandlung be- 
nutzten Puffer bzw. Medium bei Behandlung des Ziel- 
objektes der Insitu-Hybridisierungsprozedur eingesetzt 
werden. 

Vorteilhaft ist es ferner, daB der Testkit aus minde- 
stens einem Puffer und aus Proben, insbesondere aus 
ampiifizierten, und/oder markierten oder anderen 
kiinstlich hergestellten Proben besteht und daB fur den 
Testkit eine Waschlosung vorgesehen ist, insbesondere 
eine Waschlosung, die keine denaturierenden Agenzien 
enthalt, so daB entscheidende Waschschritte eingespart 
werden konnen. 

In weiterer Ausgestaltung der Erfindung ist es vorteil- 
haft, daB die im Testkit enthaltenen Antikorper gegen 
spezifische zellulare Antigene gerichtet sind und daB die 
im Testkit enthaltenen Proben markiert sind, insbeson- 
dere mit modifizierten NukJeouden fur direkte oder in- 
direkte Immunofluoreszenz bzw. radioaktive Detektion 
oder anderen kiinstlich hergestellten Proben. 

Vorteilhaft ist ferner, daB der Testkit sekundare Anti- 
korper enthalt, der gegen den primaren Antikorper ge- 
richtet und markiert ist. Hierzu ist es vorteilhaft, daB die 
Pufferlosung aus physiologischem NaCl besteht und 
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daB als Pufferlosung ein Puffer eingesetzt wird, der fur 
die Polymerase-ICeuenreaktion einsetzbar ist, wobei 
zusatzlich gesattigtes Zitronensaurezitrat ohne denatu- 
rierende Agenzien enthalten sein kann. 

Vorteilhaft ist es auch, daB in einer Pufferlosung von 
einer einfachen Konzentration zwischen 1 und 
20 mmol/ltr TRIS-HCL zwischen 1 und 5 mmol. insbe- 
sondere 3 rnmol MgCh, zwischen 1 und 60 mmol/ltr KC1 
und zwischen 1 und 10 ugr/ml Gelatine und/oder anstel- 
le von KC1 und Gelatine Polyoxyethylene Sorbitan Mo- 
nooleate 0,1 -50 mg/mi und/oder Octylphenol Ethylene 
Oxyde Kondensat zwischen 0,1 und 50 mg/ml enthalten 
ist und daB die Pufferlosung einen PH-Wert zwischen 
7,8 und 6,7, insbesondere 8,3, aufweist, wobei in einer 
Pufferlosung eine Puffersubstanz, insbesondere TRIS- 
HCL und/oder MES und/oder K2HPO4 bzw. K2H2PO4 
und MgCl 2 , enthalten ist. Vorteilhaft ist es, daB in der 
Pufferlosung Detergenzien enthalten sind. 

Eine zusatzliche Moglichkeit ist gemaB einer Weiter- 
bildung der erfindungsgemaBen Vorrichtung, daB genn- 
ge Mengen an denaturierenden Agenzien zwischen 
0 — 5% der Gesamthybridisierungsmixtur in den zur Be- 
handlung benutzten Puffer bei der Behandlung des Ziel- 
objekts der In-situ-Hybridisierungsprozedur zugesetzt 
werden. 

Da nur geringe Mengen an denaturierenden Agen- 
zien der Gesamthybridisierungsmixtur in dem zur Be- 
handlung benutzten Puffer bei der Behandlung des Ziel- 
objekts der In-situ-Hybridisierungsprozedur zugesetzt 
werden konnen, kann eine schonende Behandlung der 
Proben und des Zielobjekts erfolgen. 

In weiterer Ausgestaltung der Erf indung ist es vorteil- 
haft, daB die Pufferbestandteile der Hybridisierungsmix- 
tur vor der Amplifikation der Proben-DNS zugegeben 
werden. 

Eine zusatzliche Moglichkeit gemaB einer Weiterbil- 
dung des erfindungsgemaBen Verfahrens besteht darin, 
daB die Zugabe der Pufferbestandteile der Hybridisie- 
rung vor der Hybridisierung der Proben-DNS an das 
Zielobjekt erfolgt. 

Eine wesentliche, vorteilhafte Ausfuhrungsform er- 
reicht man dadurch, daB die In-situ-Hybridisierung in 
demselben einzelncn Puffersystem wie die Amplifika- 
tion der Probe mittels Polymerase-Kettenreaktion le- 
diglich unter Zugabe von gesattigtem Zitronensaurezi- 
trat erfolgt. 

Vorteilhaft ist es auBerdem, daB zur sequenzspezifi- 
schen Anlagerung von Proben an zellulare Zielobjekte 
bzw. im Organismus naturlicherweise vorgefundene Se- 
quenzen in Verbindung mit physiologischen Pufferbe- 
dingungen benutzt werden. 

Ferner ist es vorteilhaft, daB die Praparate durch im- 
munologische Farbung und gleichzeitig durch In-situ- 
Hybridisierungsfarbung analysiert werden, dergestalt, 
daB die Zelle weitgehend unbeschadigt bleibt und 
gleichzeitig die Zielobjekte gut kenntlich gemacht wer- 
den konnen. 

Eine zusatzliche Moglichkeit ist gemaB einer Weiter- 
bildung des erfindungsgemaBen Verfahrens, daB die in 
den Zelien hybridisierten Proben nach Immobilisierung 
der Zeilen auf Objekttragern oder in Suspension, nach 
einer Niedrigtemperatur-ln-situ-Hybridisierung in Ver- 
bindung mit Oberflachenmarkern bzw. biochemischen 
Gemische-Markern mit Absorptions- oder Fluores- 
zenz-immunologischen Verfahren oder anderen kiinst- 
lich hergestellten Markem visualisiert werden. 

In weiterer Ausgestaltung der Erfindung ist es vorteil- 
haft, daB die Analyse der Praparate gleichzeitig nach 



Oberflachenantigenen und Chromosomenveranderun- 
gen mit beliebiger Lange der markierten Zielobjekt-Se- 
quenz bei mikroskopischer Beobachtung und/oder digi- 
taler Mikroskopie und/oder fluB-zytometrischen Tech- 
5 niken erfolgt. Hierdurch lassen sich die einzelnen Ziel- 
objekte in sehr kurzer Zeit klassifizieren. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform der er- 
findungsgemaBen Losung ist schlieBlich vorgesehen, 
daB die Kernfarbung bzw. Zytoplasmafarbung bei 
10 gleichzeitiger Analyse der Praparate' nach Oberflachen- 
Antigenen und numerischen bzw. strukturellen Chro- 
mosomenveranderungen erfolgt 

Im Zusammenhang mit dem erfindungsgemaBen Ver- 
fahren ist es vorteilhaft, daB bei dem Zielobjekt vor 
15 Beginn der In-situ-Hybridisierung die Permeabilitat der 
zellularen Membranen mit Detergenzien erhttht wird. 

Weitere Vorteile und Einzelheiten der Erfindung sind 
in den Patentanspruchen und in der Beschreibung erlau- 
tert, wobei bemerkt wird, daB alle Einzeimerkmale und 
20 alle Kombinationen von Einzelmerkmalen erfindungs- 
wesentlich sind. 

Das nachstehend beschriebene Verfahren dient zur 
Praparierung und Hybridisierung von spezifischen Pro- 
ben, insbesondere nativen Nukleinsauren oder PNA- 
25 Proben, oder anderen kunstlich hergestellten Proben, 
die eine spezifische Sequenz von Nukleotiden aufwei- 
sen, wobei die Proben mit modifizierten Nukleotiden 
markiert und durch In-situ-Hybridisierung mit den spe- 
zifischen Stellen des Zielobjekts hybridisiert werden. 
30 Die Proben werden mit modifizierten Nukleotiden mar- 
kiert. Die Hybridisierungsmixtur, bestehend aus Proben, 
Pufferflussigkeit und Zielobjekt, wird dann einer Tem- 
peraturbehandlung zwischen2- 100° C unterzogen. Die 
Tempcraturbehandlung kann auch zwischen 15— 95' C, 
35 zwischen 20° C und 75° C, zwischen 20° C und 65° C, zwi- 
schen 20° C und 55° C oder zwischen 25° C und 75° C 
erfolgen. 

Dabei ist es wichtig, daB die Hybridisierungsmixtur 
abgekuhlt wird und die Temperaturdifferenz zwischen 
40 40°C und 90°C, zwischen 40°C und 75°C, zwischen 
40° C und 65° C, zwischen 40° C und 55° C oder zwischen 
40°Cund50°CHegt 

Eine wesentliche Erweiterung und Vereinfachung der 
Moglichkeiten der Chromosomen-Diagnostik in sich 
45 teilenden Zeilen (-Mitose), aber auch in sich nicht tei- 
lenden Zeilen ( - Interphase/Zellkern) ist mit dem erfin- 
dungsgemaBen Verfahren moglich. Das neue Verfahren 
erlaubt die vereinfachte selektive Farbung von ganzen 
Chromosomen, Chromosomenabschnitten und Genen 
so bis hinunter zu wenigen hundert Basenpaaren Lange. 
Im folgenden soil das Verfahren der In-situ-Hybridis- 
ierung von NukJeinsaure- oder anderen Proben be- 
schrieben werden. Die Proben weisen eine spezifische 
Abfolge von Basen auf. Die Proben werden mit modifi- 
55 zierten Nukleotiden markiert und durch die In-situ-Hy- 
bridisierung an die speziellen Stellen des Zielobjekts 
bzw. Genoms herangebracht und die entstandene Hy- 
bridisierungsmixtur einer Temperaturbehandlung zwi- 
schen 2 — 1 00° C unterzogen. 
60 Die Visualisierung der durch den eigentlichen In-situ- 
Hybridisierungsvorgang sequenzspezifisch an das Ziel- 
objekt angelagerten Proben-Sequenzen erfolgt durch 
Applikation der hierzu vorher modifizierten Proben und 
durch geeignete, beispielsweise immuncytochernische. 
65 Farbeverfahren. 

Eine besonders wichtige Anwendung stelit die Ver- 
wendung von In-situ-Hybridisierungs- Verfahren in der 
klinischen Tumordiagnostik inklusive Therapieplanung, 
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Prognostic Therapiekontrolle dar. Es wird allgemein 
erwartet, da6 die In-situ-Hybridisierungs-Methoden ei- 
ne wesentlich weitere Verbreitung finden und sich zu 
Standardmethoden der klinischen Laboratoriumsdia- 
gnostik entwickeln werden. 5 

Die In-situ-Hybridisierungsmethoden dienen auch 
zum Nachweis von freien zellularen Ribonukleinsauren 
(frei: nicht an chromosomaie Zielobjekte gebunden). 
Diese im folgenden als In-situ-Hybridisierung-R be- 
zeichnete Sonderform der In-situ-Hybridisierung ist io 
ebenfalls von erheblicher potentielier Bedeutung fur kli- 
nische Anwendungen, insbesondere in Kombination mit 
der In-situ-Hybridisierung an chromosomaie Zielobjek- 
te. 

Bei dem Verfahren zur In-situ-Hybridisierung wird zu 15 
keinem Zeitpunkt der In-situ-Hybridisierungs-Prozedur 
bis zu ihrem vollstandigen AbschluB die Behandlung des 
Zielobjekts mit denaturierenden Agenzien, z. B. Forma- 
mid, NaOH (allgemein: Agenzien zur Auftrennung 
mehrstrangiger DNS in einzelstrangige DNS) oder mit 20 
Einzelstrang erzeugenden Enzymen durchgefuhrt. Fi- 
xierende Agenzien, z. B. Methanol/Eisessig, Glutara!- 
dehyd, Formaldehyde Paraformaldehyd u. a. werden in 
diesem Zusammenhang nicht als denaturierende Agen- 
zien angesehen. 25 

Eine Stringenzregelung bzw. Verhinderung der Bin- 
dung von Proben an chromosomaie Zielobjekte gerin- 
gerer Komplemcntaritat kann auch durch eine geeigne- 
te Einstellung der Hybridisierungstemperatur erfolgen, 
die in Abhangigkeit vom jeweiligen Puffer in der Probe 30 
zwischen 2°C und 100°C liegen kann. Dies ist auch inso- 
fern von groQer Bedeutung, als es erlaubt, im Hybridis- 
ierungspuffer bereits die Polymerase-Kettenreaktion 
zur Amplifikation der Proben- Nukleinsaure durchzu- 
fuhren. 35 

Alle Puffer fiir die Polymerase-Kettenreaktion kon- 
nen fur die In-situ-Hybridisierung bei entsprechender 
Temperatureinsteiiung unter Zugabe von ges&ttigtem 
Zitrat eingesetzt werden. 

Die bis zu dem gewiinschten AbschluB der Hybridis- 40 
ierung erforderliche Zeit kann wesentlich kurzer sein als 
die unter gleichen Proben- und Zielobjektbedingungen 
bei Verwendung denaturierender Agenzien benotigte 
Zeitdauer. 

Ferner ist es wichtig, daB bei diesem Verfahren keine 45 
enzymatische Behandlung zur Erzeugung einzelstrangi- 
ger DNS in den Zielobjekten, z. B. durch Einwirkung 
von Exonukleasen, durchgefuhrt wird. 

Es konnen nach einem weiteren Ausfuhrungsbeispiel 
auch geringe Mengen an denaturierenden Agenzien bis 50 
zu 20% in der In-situ-Hybridisierungs-Prozedur einge- 
setzt werden. 

Die Amplifikation der Proben mittels Polymerase- 
Kettenreaktion oder anderer Amplifizierungsverfahren 
sowie die In-situ-Hybridisierung erfolgen in dem be- 55 
schriebenen Puffersystem. Die Amplifikation der Pro- 
ben kann auch gleichzeitig mit einer Markierung durch 
den Einbau modifizierter Nukleotide erfolgen. 

Die Konzentration an denaturierenden Agenzien be- 
tragt zwischen 0—20% der Hybridisierungsmixtur. So- 60 
mit wird die Lebensfahigkeit von Zielobjektzellen nicht 
entscheidend durch das Verfahren beeintrachtigt. 

Fehlen jedoch denaturierende Agenzien im Hybridis- 
ierungspuffer, dann ist es moglich, die Amplifikation der 
DNS-Proben mit Hilfe der Polymerase-ICettenreak- 65 
tions-Methode und die Hybridisierung in demselben 
Puffer und Zugabe von Zitrat durchzufuhren. Dieser 
Erfindungsgedanke ist von erheblicher praktischer Be- 



deutung, weil er die DurchfUhrung des Verfahrens we- 
sentlich vereinfacht. 

Da Hybridisierungen bei niedriger Temperatur ohne 
denaturierende Agenzien und bei physiologischen Be- 
dingungen unter Verwendung von Proben mit nativen 
Sequenzen moglich sind, bedeutet dies, die Blockierung 
von Genaktivitaten aufgrund spezifischer Triplex-Bil- 
dungen oder anderer "ungewohnlicher" DNS-Struktu- 
ren ganz wesentlich zu erweitern; insofern ist die Menge 
der hierzu in Frage kommenden Sequenzen um ein Viel- 
faches erweitert worden. In diesem Fall kann die Modi- 
fikation der Proben entfallen. 

Eine gleichzeitige Evaluierung von Praparaten nach 
Insitu-Hybridisierungs-Parametern und immunolo- 
gischen Parameters z. B. Oberflachenantigenen, ist fur 
die kJinische Diagnostik vongroBer Bedeutung. 

Ein Gebrauchskit (Gebinde) fur In-situ-Hybridisie- 
rung ist nachfolgend beschrieben. Es besteht aus vier 
GefaBen. Die GefaBe 2 und 3 enthalten den Puffer, das 
GefiB 1 die Proben-DNS und das GefaB 4 die physioto- 
gische Kochsalzlosung. 

GefaB Nr. 1 enthalt eine beliebige Menge schon mar- 
kierter Proben in H2O. Markierung in diesem Fall: Nu- 
kleotide markiert fiir indirekte Immunofluoreszenz 
(z. B. Antikorper), Nukleotide markiert mit direkter Im- 
munofluoreszenz, radioaktiv modifizierte Nukleotide 
oder andere kunstlich hergestellte Proben. 

GefaB Nr. 2 enthalt Hybridisierungspuffer 10 # : 
Tris-Hcl 1-200 mmol/1 
MgCb 1 — 50 mmol/1 
FCCI 1-600 mmoi/i 
Gelatine l-10mg/l. 

Anstatt KC1 und Gelatine ist im GefaB Nr. 3: 
Polyoxyethylene Sorbitan Monooleate 0,1 —50 mg/1 
Octylphenol Ethylene Oxyde Kondensate 0,1 — 50mg/l 
enthalten. 

Anstatt bes Hybridisierungspuffers gemaB dem Inhalt 
im GefaB Nr. 2 oder 3 ist eine Physiologische Kochsalz- 
losung enthalten. 

Vorteilhaf t ist es, wenn im Puffer (GefaB 2, 3) gesamg- 
tes Zitronensaurezitrat enthalten ist 

Der Kit besteht aus den vier GefaBen Nr. 1 bis 4. Fiir 
den Waschschritt nach der Hybridisierung muB zusatz- 
lich noch physiologische Kochsalzlosung (0,9 Vol-% 
NaCl) selbst hergestellt werden und mit oder ohne 0,2 
Vol-% Polyoxyethylene Sorbitan Monooleate (Tween 
20) fur den einen Waschschritt versetzt werden. 

Ebenso wird bei indirekter Immunofluoreszenz die 
Antikorperanbindung in physiologischer Kochsalzlo- 
sung vorgenommen, und zwar mit oder ohne Polyoxyet- 
hylene Sorbitan Monooleate (Tween 20). Waschschritt 
nach Antikorperanbindung in physiologischer Koch- 
salzlosung. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Praparierung und Hybridisierung 
von spezifischen Proben, insbesondere nativen Nu- 
kleinsauren oder PNA-Proben, oder anderen 
kunstlich hergesteliten Proben, die eine spezifische 
Sequenz von Nukleotiden aufweisen, wobei die 
Proben mit modifizierten Nukleotiden markiert 
und durch In-situ-Hybridisierung mit den spezifi- 
schen Stellen des Zielobjekts hybridisiert werden, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Hybridisie- 
rungsmixtur aus markierten Proben, einer Pufferlo- 
sung, einem Zielobjekt unter Weglassung denatu- 
rierender Agenzien besteht und daB das Gemisch 
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einer Temperaturbehandiung zwischen 2— 100°C 
unterzogen wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Hybridisierungsmixtur einer Tem- 
peraturbehandiung zwischen 90— 100° C unterzo- 5 
gen wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die In-situ-Hybridisierung von 
Proben an chromosomal en Zielobjekten bei niedri- 
gen, insbesondere bei Temperaturen kieiner als 10 
55° C erfolgt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die In-situ-Hybridisierung von 
Proben an Zielobjekten (Targets) bei niedrigen 
Temperaturen erfolgt wobei die Zielobjekte ein- 15 
zelstrangig oder doppelstrangig oder triplestrangig 
oder mehrstrangig und nach der Hybridisierung 
doppel- oder mehrstrangig sind. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Hybridisierungsmixtur einer Tern- 20 
peraturbehandlung zwischen 2— 100°C, zwischen 
15— 100° C, 2wischen 20-100°C, zwischen 
20-95°C, zwischen 42-95°C, zwischen 20-60°C 
oder auch bei einer Temperatur von ca. 50° C unter- 
zogen wird. 25 

6. Verfahren nach Anspruch 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Hybridisierungsmixtur von 
einer hohen Temperatur auf eine niedrige Tempe- 
ratur abgekuhlt wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 30 
zeichnet daB die Temperaturdifferenz zwischen 
10-40°C oder 40-50°C oder 50-80°C oder 
60-75°C oder 50-75°C oder 40-75*C oder 
40-100°Cliegt 

8. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 35 
zeichnet, daB die Temperaturdifferenz zwischen 
45-50°Ciiegt 

9. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Zeitdauer fur den AbkQhlvorgang 
der Hybridisierungsmixtur mindestens 30 Minuten 40 
betragt 

10. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB geringe Mengen von denaturieren- 
den Agenzien zwischen 0—10% der Gesamthybri- 
disierungsmixtur in den zur Behandlung benutzten 45 
Puffer bzw. Medium bei Behandlung des Zielob- 
jekts der In-situ-Hybridisierungsprozedur einge- 
setzt werden. 

1 1 . Testkit fur eine In-situ-Hybridisierung nach dem 
Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 50 
zeichnet, daB der Testkit aus mindestens einem Puf- 
fer und aus Proben, insbesondere aus amplifizierten 
und/oder markierten oder anderen kunstlich herge- 
stellten Proben besteht 

12. Testkit fur eine In-situ-Hybridisierung nach dem 55 
Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB fur den Testkit eine Waschiosung 
vorgesehen ist insbesondere eine Waschiosung, die 
keine denaturierenden Agenzien enthalt 

1 3. Testkit fur eine In-situ-Hybridisierung nach dem so 
Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet daB im Testkit enthaltene Antikorper ge- 
gen spezifische zellulare Antigene gehchtet sind. 

14. Testkit nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB im Testkit enthaltene Proben mar- 65 
kiert sind, insbesondere mit modifizierten NukJeo- 
tiden fur direkte oder indirekte Immunofluores- 
zenz bzw. radioaktive Detektion oder anderen 
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kunstlich hergestellten Proben. 

15. Testkit nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Testkit sekundare Antikorper 
enthalt der geben den primaren Antikorper gerich- 
tet und markiert ist 

16. Pufferlosung nach dem Verfahren gemaB An- 
spruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Puffer- 
losung aus physiologischem NaCl besteht. 

17. Pufferldsung nach dem Verfahren gem&B An- 
spruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Pufferlo- 
sung ein Puffer eingesetzt wird, der fur die Polyme- 
rase- Kettenreaktion einsetzbar ist, wobei zusatz- 
lich gesattigtes Zitronensaurezitrat ohne denatu- 
rierende Agenzien enthalten ist 

18. Pufferlosung nach dem Verfahren gemaB An- 
spruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB in einer Puf- 
ferlosung von einer einfachen Konzentration zwi- 
schen 1 und 20 mmol/ltrTRJS-HCL zwischen 1 und 
50 mmol, insbesondere 3 mmoi MgCh. zwischen 1 
und 60 mmol/ltr KG und zwischen 1 und 10 u.gr/ml 
Gelatine und/oder anstelle von KC1 und Gelatine 
Polyoxyethylene Sorbitan Monooleate 0,1—50 mg/ 
ml und/oder Octylphenoi Ethylene Oxyde IConden- 
sat zwischen 0,1 und 50 mg/ml enthalten ist 

19. Pufferlosung nach dem Verfahren gemaB An- 
spruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Puffer- 
ldsung einen PH-Wert zwischen 7,8 und 6,7, insbe- 
sondere 83, aufweist 

20. Pufferlosung nach dem Verfahren gemaB An- 
spruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB in einer Puf- 
ferldsung eine Puffersubstanz, insbesondere TRIS- 
HCL und/oder MES und/oder K.2HPO4 bzw. 
K2H2PO4 und MgCb, enthalten ist 

21. Pufferlosung nach dem Verfahren gemaB An- 
spruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB in der Puf- 
ferlosung Detergenzien enthalten sind. 

22. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB geringe Mengen an denaturierenden 
Agenzien zwischen 0—5% der Gesamthybridisie- 
rungsmixtur in den zur Behandlung benutzten Puf- 
fer bei der Behandlung des Zielobjekts der In-situ- 
Hybridisierungsprozedur zugesetzt werden. 

23. Verfahren nach einem oder mehreren der vor- 
hergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Pufferbestandteile der Hybridisierungsmix- 
tur vor der Ampltfikation der Proben zugegeben 
werden. 

24. Verfahren nach einem oder mehreren der vor- 
hergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet 
daB die Zugabe der Pufferbestandteile der Hybri- 
disierung vor der Hybridisierung der Proben an das 
Zielobjekt erfolgt 

25. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekenn- 
zeichnet daB die Amplifikation von Proben, insbe- 
sondere Proben-DNS sowie die In-situ-Hybridisie- 
rung in demselben einzelnen Puffersystem unter 
Zugabe von gesattigtem Zitronensaurezitrat er- 
folgt 

26. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekenn- 
zeichnet daB zur sequenzspezifischen Anlagerung 
von Proben an zellulare Zielobjekte bzw. im Orga- 
nismus naturlicherweise vorgefundene Sequenzen 
in Verbindung mit physiologischen Pufferbedin- 
gungen benutzt werden. 

27. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet daB die Praparate durch immunologische 
Farbung und gleichzeitig durch In-situ-Hybridisie- 
rungsfarbung analysiert werden. 
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28. Verfahren nach einem oder mehreren der vor- 
hergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
daB die in den Zellen hybridisierten Probcn nach 
Immobilisierung der Zellen auf Objekttr&gern oder 

in Suspension, nach einer Niedrigtemperatur-In-si- 5 
tu-Hybridisierung in Verbindung mit Oberflachen- 
markern bzw. biochemischen Gemische-Markern 
mit Absorptions- oder Fluoreszenz-immunolo- 
gischen Verfahren oder anderen kiinstlich herge- 
stellten Markern visualisiert werden. 10 

29. Verfahren nach einem oder mehreren der vor- 
hergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Analyse der Praparate gleichzeitig nach 
Oberflachenantigenen und Cbromosomenverande- 
rungen mit beliebiger Lange der markierten Ziel- 15 
objekt-Sequenz bei mikroskopischer Beobachtung 
und/oder digitaler Mikroskopie und/oder fluB-zy- 
tometrischen Techniken erfoigt. 

30. Verfahren nach einem oder mehreren der vor- 
hergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 20 
daB die Kernfarbung bzw. Zytoplasmafarbung bei 
gleichzeitiger Analyse der Praparate nach Oberfla- 
chen-Antigenen und numerischen bzw. strukturel- 
len Chromosomenveranderungen erfoigt. 

31. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekenn- 25 
zeichnet, daB bei dem Zielobjekt vor Beginn der 
Insitu-Hybridisierung die Permeabilitat der zellula- 
ren Membranen mit Detergenzien erhoht wird. 
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